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Resumo
Fatores ambientais, como a temperatura, podem provocar alterações no conteúdo de ácidos graxos em 
sementes de soja. Para maximizar o processo de obtenção de genótipos superiores é crucial o entendimento 
GRVPHFDQLVPRVGHUHJXODomRTXHOHYDPjDOWHUDomRQRFRQWH~GRGHiFLGRVJUD[RVHPIXQomRGHGLIHUHQWHV
temperaturas de cultivo. A análise da expressão gênica requer o uso de genes de referência que apresentam 
expressão constitutiva independente do genótipo e/ou condição de cultivo. Dessa forma, faz-se necessário o 
estudo da estabilidade de expressão dos genes de referência para posteriormente utilizá-los em experimentos 
de expressão gênica. O presente trabalho tem como objetivo selecionar genes de referência com expressão 
gênica constitutiva e estável em genótipos de soja contrastantes para conteúdo de ácido oleico, cultivados 
em diferentes temperaturas. Foram utilizados os genótipos: CD219, variedade comercial com concentrações 
normais de ácido oléico (~19%) e FA22, com elevada concentração de ácido oléico (~50%). O experimento 
foi conduzido em duas casas de vegetação: i) com aquecimento, com temperaturas médias na faixa de 
32/27°C; ii) sem aquecimento, com temperaturas médias na faixa de 26/14°C. Foram avaliados quatro 
JHQHVGHUHIHUrQFLD$&781.81.H&216TXDQWRjH¿FLrQFLDGHDPSOL¿FDomRHDHVWDELOLGDGH
da expressão, utilizando o programa BestKeeper$V H¿FLrQFLDVGH DPSOL¿FDomR TXHYDULDUDPGH
(ACT11 e UNK2) a 94% (CONS7), validam o experimento e, consequentemente, permitem as análises de 
TXDQWL¿FDomRGHWUDQVFULWRXWLOL]DQGRRPpWRGRǻ&W. Nos grãos de peso intermediário os quatro genes de 
UHIHUrQFLDDSUHVHQWDUDPHOHYDGRFRH¿FLHQWHGHFRUUHODomRU!HGHVYLRSDGUmRPHQRUTXH$VVLP
esses genes apresentaram expressão constitutiva e estável na condição experimental avaliada permitindo a 
VXDXWLOL]DomRQRVFiOFXORVGHH[SUHVVmRJrQLFD3RUpPQDVVHPHQWHVGHSHVR¿QDORJHQH&216QmRVH
apresentou estável e dessa forma não é recomendada a utilização desses grãos de soja 
Introdução
2FRQWH~GRGHyOHRHDFRPSRVLomRGHiFLGRVJUD[RVQDVVHPHQWHVGHVRMDVmRIRUWHPHQWHLQÀXHQFLDGRV
por fatores ambientais. Dentre eles, destaca-se a temperatura durante o desenvolvimento da semente. Em 
soja, tem sido observado que o aumento da temperatura resulta na redução dos conteúdos de ácido linoléico 
HOLQROrQLFRHQXPVLJQL¿FDWLYRDXPHQWRQRFRQWH~GRGRiFLGRROpLFR%DFKODYD	&DUGLQDO5HQet 
al. 2009).
O estudo dos mecanismos de regulação das vias de biossíntese de ácidos graxos pode fornecer um maior 
entendimento de como os fatores genéticos, ambientais e a interação entre eles afetam essa via biossintética. 
A partir desse estudo, pode-se direcionar o processo de produção de genótipos superiores com conteúdos de 
iFLGRVJUD[RVPDLVDGHTXDGRVSDUDGLYHUVRV¿QVQDLQG~VWULDDOLPHQWtFLDHGHELRGLHVHO
$TXDQWL¿FDomRGDH[SUHVVmRGHJHQHVGHLQWHUHVVHSHODWpFQLFDGH3&5TXDQWLWDWLYRUHTXHUDQRUPDOL]DomR
dos dados com o nível de expressão gênica de genes de referência (Livak & Schmittgen 2001). Mais de 200 
SRVVtYHLVJHQHVGHUHIHUrQFLDHPVRMDIRUDPMiIRUDPLGHQWL¿FDGRV/LEDXOWet al. 2008), entre os quais os 
genes ACT11, UNK1 e UNK2 se destacaram por serem estáveis na maioria das condições testadas. O gene 
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CONS7 descrito na literatura também apresenta alto potencial para ser utilizado como gene de referência 
(Hu et al. 2009). No entanto, esses estudos carecem de conclusões a respeito da estabilidade de expressão 
em genótipos de soja submetidos a diferentes temperaturas de cultivado.
O Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja (PMQS) do BIOAGRO/UFV dispõe de diferentes 
linhagens mutantes de soja com alterações na composição de ácidos graxos da semente. Entre eles destaca-se a 
linhagem FA22, que possui teor médio a elevado de ácido oléico, em torno de 50%. Assim, para maximizar o 
processo de obtenção de genótipos superiores é crucial o entendimento do efeito da temperatura na composição 
de ácidos graxos nesses genótipos, assim como o entendimento dos possíveis meios de regulação da via de 
biossíntese desses compostos. Para isso faz-se necessário o estudo da estabilidade de expressão dos genes 
de referência para posteriormente utilizá-los em experimentos de expressão gênica via PCR quantitativo. O 
presente trabalho teve como objetivo selecionar genes de referência com expressões constitutiva e estável 
em genótipos de soja contrastantes para o conteúdo de ácido oléico, cultivados em diferentes temperaturas.
Material e Métodos
Material genético - Foram utilizados dois genótipos de soja: FA22 e CD219RR. O genótipo FA22 foi 
selecionado em uma população de melhoramento com reduzido ácido linoléico e possui elevado conteúdo de 
ácido oléico, aproximadamente 50%. A variedade CD219RR (OC94.2062 x CO 2131RR) foi desenvolvida 
pela empresa COODETEC (Cooperativa Central de Pesquisa Agrícola), possui teor normal de ácido oléico 
(~19 %), além de apresentar resistência ao herbicida glifosato. 
Condições de cultivo - As plantas foram cultivadas em casa de vegetação do Instituto de Biotecnologia 
$SOLFDGDj$JURSHFXiULD %,2$*52GD8QLYHUVLGDGH)HGHUDOGH9LoRVD 8)9QRSHUtRGRGHPDLR
a agosto de 2010. O experimento foi conduzido em duas casas de vegetação: i) com aquecimento, que 
permitiu a obtenção de temperaturas médias diurnas de 32°C e noturnas de 27°C; ii) sem aquecimento, com 
temperaturas médias diurnas de 26°C e noturnas de 14°C. O experimento foi montado em delineamento 
inteiramente casualizado com 50 vasos por genótipo. As sementes foram plantadas em vasos de três litros 
contendo solo previamente adubado, cultivando-se três plantas por vaso. As sementes em desenvolvimento 
de cada genótipo foram coletadas e congeladas separadamente em nitrogênio líquido, de acordo com o seu 
peso úmido. Foram selecionadas sementes em duas faixas de peso: i) 226 a 275mg para compor as sementes 
GHSHVRLQWHUPHGLiULRHLLDPJSDUDFRPSRUDVVHPHQWHGHSHVR¿QDOGHHQFKLPHQWRGRJUmR
([WUDomRHSXUL¿FDomRGH51$$H[WUDomRGH51$WRWDOGHVHPHQWHVGHVRMDIRLUHDOL]DGDFRPRUHDJHQWH
Trizol® (Invitrogen), seguindo as recomendações do fabricante. As extrações foram realizadas em amostras 
de 100 mg, constituindo de três extrações individuais e independentes. Para compor cada amostra foram 
tomadas ao acaso 9 sementes de cada estádio de desenvolvimento/genótipo. O RNA total foi tratado com 
DNAse RNAse Free (Promega) seguindo as recomendações do fabricante. 
6tQWHVHGHF'1$$VtQWHVHGDSULPHLUD¿WDGHF'1$IRLUHDOL]DGDDSDUWLUGHJGR51$WRWDOXWLOL]DQGR
a M-MLV Reverse Transcriptase (Promega), de acordo com as recomendações do fabricante. 
Análise da estabilidade da expressão dos genes de referência - A análise dos níveis de transcritos foi 
realizada utilizando-se a metodologia de PCR quantitativo. PrimersHVSHFt¿FRVIRUDPGHVHQKDGRVDSDUWLU
das sequencias de nucleotídeos dos cDNAs completos correspondentes dos genes endógenos (ACT11, 
UNK1, UNK2 e CONS7) previamente descritos na literatura (Libault et al. 2008; Hu et al. 2009) (Tabela 1).
Tabela 1: Conjunto de primers utilizados no experimento de qPCR
Gene Primer F Primer R
ACT11 ATCTTGACTGAGCGTGGTTATTCC GCTGGTCCTGGCTGTCTCC
UNK1 TGGTGCTGCCGCTATTTACTG GGTGGAAGGAACTGCTAACAATC
UNK2 GCCTCTGGATACCTGCTCAAG ACCTCCTCCTCAAACTCCTCTG
CONS7 ATGAATGACGGTTCCCATGTA GCATTAAGGCAGCTCACTCT
As reações de qPCR foram realizadas utilizando o termociclador SDS ABI PRISM® 7500 (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, EUA). As amostras foram analisadas em duplicata técnica, em reações de 20 
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µL contendo 50ng de cDNA, 10,0 µL de 2X SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) e primers 
QDVFRQFHQWUDo}HVGHQ0$VFRQGLo}HVGHDPSOL¿FDomRIRUDPXPDHWDSDD&SRUPLQVHJXLGD
de uma etapa de 95°C por 10 min e 40 ciclos de desnaturação a 95°C durante 30 s e anelamento e extensão 
D&GXUDQWHV$FXUYDGHGLVVRFLDomRIRLUHDOL]DGDDSyVDDPSOL¿FDomRSDUDYHUL¿FDUVHDSHQDVXP
único amplicon era gerado em cada reação. 
$H¿FLrQFLDGHDPSOL¿FDomRGHFDGDXPGRVprimersIRLFDOFXODGDSORWDQGRVHJUD¿FDPHQWHRVYDORUHV
obtidos de Ct no eixo das ordenadas e o logaritmo dos valores de cada diluição no eixo das abscissas. O valor 
GRFRH¿FLHQWHDQJXODUVGDUHWDIRLXWLOL]DGRSDUDRFiOFXORGDH¿FLrQFLDDSDUWLUGDIyUPXOD(¿FLrQFLD
PCR = (10(1/-s)±[&RH¿FLHQWHDQJXODUFRPYDORUGHLQGLFDTXHDUHDomRGH3&5DSUHVHQWD
GHH¿FLrQFLD*LQ]LQJHU
A estabilidade da expressão dos genes endógenos (ACT11, UNK1,UNK2 e CONS 7), nos genótipos FA22 
e CD219, nas duas condições de cultivo, foi determinada por meio do programa estatístico BestKeeper3IDIÀ
et al.2SURJUDPDXWLOL]DRVGDGRVGHH¿FLrQFLDGHDPSOL¿FDomRHDPpGLDGRCycle Threshold (Ct) dos 
JHQHVDQDOLVDGRVHPWRGDVDVFRQGLo}HVWHVWDGDVSDUDUHDOL]DURFiOFXORGRFRH¿FLHQWHGHYDULDomRGRQ~PHUR&W
(CV [% Ct]) e do desvio padrão das médias do número Ct, fornecendo parâmetros para estimar a estabilidade 
GHH[SUHVVmRGRVJHQHVDQDOLVDGRV$OpPGLVVRRSURJUDPDFULDXPFRH¿FLHQWHGHFRUUHODomRUHQWUHFDGD
gene analisado e a média geométrica do valor de Ct de todos os genes de referência candidatos juntos. 
Resultados e Discussão
3DUDRVTXDWURJHQHVGHUHIHUrQFLDDYDOLDGRVIRUDPYHUL¿FDGDVDOWDVH¿FLrQFLDVGHDPSOL¿FDomR7DEHOD
2), variando de 90% (ACT11 e UNK2) a 94% (CONS7), validando os pares de primers desenhados e 
FRQVHTXHQWHPHQWH SHUPLWLQGR DV DQiOLVHV GH TXDQWL¿FDomRGH WUDQVFULWRV SHOR RPpWRGRǻ&W (Livak & 
Schmittgen 2001).
7DEHOD&iOFXORGDH¿FLrQFLDGHDPSOL¿FDomRGRVSDUHVGH primers dos genes de referência
Gene &RH¿FLHQWHDQJXODU r* (¿FLrQFLD
ACT11 -3,597 0,995 90%
UNK1 -3,14 0,978 92%
UNK2 -3,102 0,999 90%
CONS7 -3,474 0,998 94%
UFRH¿FLHQWHGHFRUUHODomRGDFXUYDGHH¿FLrQFLD
Os parâmetros estatísticos para a investigação da estabilidade da expressão dos quatro genes de referência 
$&781.81.H&216VmRDSUHVHQWDGRVQDV7DEHODVH2FRH¿FLHQWHGHFRUUHODomRUHR
desvio padrão são os principais parâmetros para avaliar a estabilidade de expressão dos genes de referência. 
(VSHUDVHTXHJHQHVHVWiYHLVDSUHVHQWHPHOHYDGRFRH¿FLHQWHGHFRUUHODomRUHEDL[RRGHVYLRSDGUmR3IDIÀ
et al. 2004).
 
Tabela 3: Dados estatísticos gerados pelo programa Bestkeeper para os quatro genes de referência avaliados 
nos estádios intermediários de desenvolvimento da semente de soja
Parâmetro estatístico ACT11 UNK1 UNK2 CONS7
Média geométrica [dos CTs] 21,29 26,04 28,11 24,36
Desvio Padrão [± CT] 0,81 0,35 0,52 0,67
&RH¿FLHQWHGHYDULDomR>&7@ 3,79 1,34 1,86 2,75
Desvio padrão [± x-fold]** 1,68 1,25 1,40 1,59
&RH¿FLHQWHGHFRUUHODomR>U@ 0,991 0,926 0,984 0,984
p-value 0,001 0,001 0,001 0,001
&RH¿FLHQWHGHYDULDomRH[SUHVVRFRPRSRUFHQWDJHPGRQ~PHURGR&W
'HVYLRSDGUmRGRVFRH¿FLHQWHVDEVROXWRV
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Tabela 4: Dados estatísticos gerados pelo programa Bestkeeper para os quatro genes de referência avaliados 
QRVHVWiGLRV¿QDLVGHGHVHQYROYLPHQWRGDVHPHQWHGHVRMD
Parâmetro estatístico ACT11 UNK1 UNK2 CONS7
Média geométrica [dos CTs] 21,95 24,71 27,98 25,52
Desvio Padrão [± CT] 0,79 0,70 0,60 0,63
&RH¿FLHQWHGHYDULDomR>&7@ 3,63 2,84 2,14 2,45
Desvio padrão [± x-fold]** 1,74 1,62 1,51 1,54
&RH¿FLHQWHGHFRUUHODomR>U@ 0,921 0,970 0,901 0,761
p-value 0,001 0,001 0,001 0,004
&RH¿FLHQWHGHYDULDomRH[SUHVVRFRPRSRUFHQWDJHPGRQ~PHURGR&W
'HVYLRSDGUmRGRVFRH¿FLHQWHVDEVROXWRV
Conforme mostrado na Tabela 3, todos os genes de referência testados com os grãos de peso intermediário 
DSUHVHQWDUDPHOHYDGRFRH¿FLHQWHGHFRUUHODomRU > 0,90) e desvio padrão menor que 2. Assim, a partir 
desses parâmetros, para grãos na faixa intermediária de peso úmido, os quatro genes de referência avaliados 
apresentaram expressão estável nos genótipos CD219 e FA22 submetidos a diferentes temperaturas de cultivo.
1RHQWDQWRQRVJUmRVGHSHVR¿QDORJHQH&216DSUHVHQWRXRFRH¿FLHQWHGHFRUUHODomRGH
relativamente baixo se comparado aos demais genes de referência (ACT11, UNK1 e UNK2), o que evidencia 
que esse gene sofre variação em função do genótipo e/ou da temperatura de cultivo. Dessa forma, não é 
indicada a sua utilização como gene de referência nas análises dos experimentos de expressão gênica em 
grãos com essa faixa de peso úmido.
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